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SUMMARY 

Determination of free and conjugated cis-3,3,5-trimethylcyclohexanol in 
plasma and urine 

A gas chromatographic procedure was developed to determine free and conjugated 
cis-3,3,5-trimethylcylcohexanol in plasma and urine. 

The sample is extracted with dichloromethane when free cis-3,3,5 -trimethylcyclohexanol 
is determined, or with hexane after enzymatic hydrolysis, when conjugated cis-3,3,5-tri- 
methylcyclohexanol is determined. An aliquot of the organic extract is injected into a stain- 
less-steel column (packed with Carbowax 20M, 15% on Chromosorb W AW 100-120 mesh) 
and detected with a flame ionization detector. Extraction recovery from plasma and urine 
was almost 100% and the limit of quantification was fixed at 100 ng/ml plasma or urine. 

The procedure was evaluated in a pharmacokinetic study of cyclandelate and its metab- 
olite cis-3,3,5-trimethylcyclohexanol. 

-__~ _--___ 

INTRODUCTION 

Le cycland&te ou 3,3,5-trim&hylcyclohexylmandelate est un vasodilatateur 
peripherique largement repandu en therapeutique [l--5]. Au tours d’&udes 
portant sur la pharmacocinetique et le metabolisme de ce principe actif, une 
biotransformation rapide de l’ester a 6th mise en evidence, lib&ant dans 
l’organisme deux metabolites : l’acide mandelique et le 3,3,5trimethylcyclo- 
hexanol-cti selon la Fig. 1. Dans une precedente publication [6], nous avions 
decrit le dosage plasmatique de la drogue active et d’un de ses mGtabo1ite.s: 
l’acide mandelique . 

Le travail qui suit decrit la determination quantitative de l’autre metabolite, 
le 3,3,5-trimethylcyclohexanol-ck libre et conjugue, dans le plasma et l’urine 
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Fig. 1. Biotransformation du cycIand6Iate. 

par chromatographie en phase gazeuse, apr&s extraction de la substance dans 
le dichlorom&hane (3,3,5-trimkthylcyclohexanol-cis libre) ou dans l’hexane 
(3,3,5-trim6thylcyclohexanol-cis total). 

MliTHODES EXF’JiRIMENTALES 

Rkac tifs 

L’acide act%ique, l’hydroxyde de sodium (de purete analytique), l’hexane 
pour spectrographic ultraviolette sont des r6actifs du commerce utilis& sans 
purification prgliminaire, Le dichlorom&hane doit obligatoirement Btre de 
qualit pour spectrographic ultraviolette et fourni par le Laboratoire Merck. La 
8-glucuronidase (Sigma Type Bl extrait du foie de boeuf) est utilisee en 
solution h environ 250 unit&s Fishman/ml de tampon pH 4.7, compose d’acide 
ac&ique en solution molaire et d’hydroxyde de sodium en solution molaire 
selon des proportions en volume 2 :1 (1 unit6 Fishman represente la liberation 
de 1 pg de phCnolphthal&ne par heure B partir du ph&nolphtal&ne glucuronide 
B pH 4.7 et 37°C). Cette solution est prCpa&e avant chaque analyse. Les 
solutions standards de 3,3,5-trim&hylcyclohexanola’s (I) (Veba-Chemie) et 
de cyclohexanol (II) (Merck) sont preparbes dans de l’eau purifibe. 

Instruments 
Les diffhrentes analyses ont QtB effect&es sur un chromatographe en phase 

gazeuse (Mod&le Sigma 1, Perkin-Elmer) hquip6 d’un dgtecteur g ionisation de 
flamme et reli& b un intkgrateur automatique programmable (Sigma 10, Perkin- 
Elmer). La colonne de 2 m X 3.2 mm en acier inoxydable est. remplie de Carbo- 
wax 20M fixke h 15% sur du Chromosorb W AW 100-120 mesh. Les temphra- 
tures de l’injecteur et du dCtecteur sont respectivement de 250°C et 280°C. La 
temperature initiale du four est fixee $ 110°C avec une programmation 
prhvoyant un palier initial de 2 min, une montbe en temphrature jusqu’l 
180°C B raison de 5”C/min et un palier final & cette temperature pendant 
6 min. L’azote est utilise comme gaz vecteur & un d&bit de 20 ml/min. 

Prkparation des e’chantillons 
3,3,5-Trime’thylcylcohexanol-cis libre piasmatique et urinaire. 50 ~1 de la 

solution d’Ctalon interne (cyclohexanol B 40 mg/lOO ml d’eau purifihe) sont 
rajoutes, dans un tube de centrifugation de 15 ml, B 1 ml de plasma ou 1 ml 
d’urine diluee au demi avec de l’eau purifihe. L’extraction par 10 ml de 
dichlorom&hane s’opere par agitation pendant 2 min sur un vortex. Apr&s 
sdparation des deux phases par centrifugation (10 min B 40,000 g et 5”C), la 
phase aqueuse surnageante est BliminGe. La phase organique est &vapor&e 
partiellement sous vide (environ 1 ml) au moyen d’un Qvaporateur rotatif, 
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PUis hmsvas~e dans un tube & fond conique. L’kvaporation se poursuit B froid 
jusqu’2 50 ~1 sous un flux constant d’azote, 1 ,~l de cette solution est inject& sur 
la colonne chromatographique. 

3,3,5-Trime’thylcyclohexanol-cis total urinaire. Le protocole dkrit 
pr+kkdemment pour le dosage de la forme libre a 6th adapt6 au probEme de 
l’hydrolyse enzymatique; 2 ml de solution de fl-glucuronidase B environ 250 
unit& Fishmanlml de tampon pH 4.7, sont rajoutks $ 0.1 ml d’urine et places 
6 l’ktuve 6 37°C pendant 72 h. Au bout de ce temps, 0.5 ml de la solution de 
cyclohexanol 5 40 mg/lOO ml d’eau purifike sont ajoutks puis la solution 
enzymatique transfkee dans un ballon de distillation. Le tube est rinch avec 
18 ml d’eau purifike et les eaux de rint;age rajoutkes dans le ballon. 10 ml de 
la solution aqueuse sont distill&; ils contiennent le 3,3,5-trim&hylcyclohexanol- 
cis total et le cyclohexanol. 1 ml de distillat est repris dans un tube 6 
centrifuger de 15 ml, agite pendant 2 min avec 10 ml d’hexane puis centrifugal 
pendant 10 min $ 40,000 g et 5°C. La phase hexane surnageante est rkcup&Ce 
dans un ballon, QvaporQe partiellement (environ 1 ml) sous vide 1 l’kvaporateur 
rotatif, transvasge dans un flacon i fond conique puis Qvaporee jusqu’d 50 ~1 
SOUS un flux d’azote, 1 ~1 de cette solution est inject&e dans le chromatographe 
en phase gazeuse. 

Me’thode de quantification 
Les aires des pits du 3,3,5-trim&hylcyclohexanol-cis (I) et du cyclohexanol 

(II) sont fournies par 1’intQgrateur Sigma lOB, et les rapports sent calcul6s par 
division respective des sires de (1) par celles de (II). 

Une droite d’ktalonnage dans le plasma et l’urine pour des concentrations 
croissantes de (I), en presence de (II), est effect&e selon la mkthodologie 
d&rite; aprbs son analyse selon le principe de la r&ression lineaire des moindres 
cam&, elle fournie une Equation qui servira ult&ieurement lors de l’gvaluation 
d’rkhantillons inconnus. 

L’Bvaluation quantitative du 3,3,5-trim&hylcyclohexanol-cis total s’effec- 
tue selon le mGme principe, mais au moyen d’une gamme &talon [entre 1 et 
100 jtg de (I)], rkaliske pour chaque skie d’extractions, afin d’Qliminer toutes 
les erreurs introduites par une distillation peu reproductible jour aprGs jour. LeS 
concentrations en 3,3,5-trim&hylcyclohexanol-cis conjuguP sent dgduites par 
simple sowtraction entre les concentrations de formes totales et libres. 

R&SULTATS ET DISCUSSION 

Analyse du 3,3,5-trime’thylcyclohexanol-cis like plasmatique ou urinaire 
Chromatogramme. L’analyse en chromatographie en phase gazeuse d’un 

plasma ou urine vierge est prkentke en Fig. 2A. La Fig. 2B montre le 3,3,5- 
trim&hylcyclohexanol-c& (I) et le cyclohexanol (II) (Gtalon interne) apr&s 
leur addition et extraction suivant la m&hodologie d’extraction de la forme 
libre d&rite pr&kdemment. Les temps de Gtention sont respectivement de 
9.94 et 6.96 min pour I et 11. 

Fonction d’e’talonnage. La linearit& de la mkhode a QtB ktudihe pour des 
quantitk croissantes (0 J---40 pg) de 3,3,5-trim&hylcyclohexanol-cis rajoutks 
au plasma ou $ l’urine. Le cyclohexanol (ktalon interne) se trouve dans tous les 
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Fig. 2. Chromatogrammes d’un extrait plasmatique. (A) Plasma vierge en presence de 20 rg 
de cyclohexanol (II) (&talon interne). (B) Plasma + 20 fig de 3,3,5-trimethylcyclohexanol-cis 
(I) et 20 fig de cyclohexanol (II). Temps de retention: 9.94 min pour I et 6.96 min pour II. 

r = Int&grole 3,3,5- trimithylcyclohexonol 

Pg de 3,3,5-trlm~thylcyclohexanol-cis/ 

ml de plosrm ou d’urine 

Fig. 3. Droite d’etalonnage du 3,3,5-trimethylcyclohexanol-cis dans le plasma ou l’urine 
apres extraction par le dichloromethane. 
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Qchantillons a la concentration de 20 pg/ml de plasma ou d’urine. La droite de 
calibration (Fig. 3) obtenue est linkaire dans la gamme de concentration choisie 
comme l’indique le coefficient de correlation r entre la quantite de pg de 3,3,5- 
trimethylcyclohexanal-cis rajoutee et le rapport des integrales 3,3,5-trimkthyl- 
cyclohexanol-cis/cyclohexanol. 

La droite de regression a pour kquation: 

Y = 0.0556X + 0.00005; r = 0.9993 

ou X = pg de 3,3,5-trimethylcyclohexanol-cis libre/ml de plasma ou d’urine, 
et Y = rapport des integrales 3,3,5-trimethylcyclohexanol-cislcyclohexanol. 

Pre’cision 
L’extraction, pour les differentes concentrations de 3,3,5-trim&hylcyclo- 

hexanol-cis a ettd r&h&e pendant 6 jours conskcutifs. Les resultats obtenus 
(Tableau I) demontrent une bonne reproductibilite interjournaliere, les 
coefficients de variation se situant entre 2.5% (40 pg/ml) et 7.7% (0.5 wg/ml). 
Seule la concentration minimale (0.1 pg/ml presente un coefficient de variation 
important: 20%. 

TABLEAU1 

RAPPORTDESINTE'GRALES3,3,5-TRIM~THYLCYCLOHEXANOL~~LIBRE/CYCLO- 
HEXANOL EN FONCTION DE LA QUANTITE DE 3,3,5-TRIMETHYLCYCLO- 
HEXANOL-cis (EN &ml DE PLASMA OU URINE) APRES EXTRACTION DANS LE 
DICHLOROMETHANE 

-___ 

ha/ml Essais 3c+o C.V.(%) 

1 2 3 4 5 6 

0 

0.1 
0.5 
1 
5 

10 
20 
40 

0.000 0 .ooo 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 f 0.000 0 
0.005 0.006 0.004 0.005 0.003 0.006 0.005 + 0.001 20 
0.029 0.028 0.026 0.028 0.024 0.023 0.026 * 0.002 7.7 
0.047 0.050 0.051 0.048 0.053 0.049 0.050 + 0.002 4.0 
0.263 0.261 0.274 0,258 0.261 0.283 0.267 + 0.010 3.8 
0.587 0,591 0.567 0.523 0.524 0.552 0.557 i. 0.030 5.4 
1.173 1.161 1.138 1.196 1.119 1.099 1.148 + 0.036 3.1 
2.189 2.124 2.289 2.234 2.208 2.210 2.209 + 0.054 2.5 

Rendemen t 
La determination du rendement de l’extraction est obtenue en comparant 

la droite de calibration obtenue avec des prelevements plasmatiques ou 
urinaires a celle d’une gamme Qtalon de 3,3,5-trimethylcyclohexanol-cis etalon 
dans le dichloromethane. La droite de regression: Y = 0.0555X - 0.0059 
obtenue au tours de ces essais est en tout point comparable h celle obtenue 
apres extraction. Le rendement de l’extraction peut ainsi &tre &ah& h prbs 
de 100%. 
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Limite de dosage 
La limite de dosage, d&erminee avec une probabilite de p = 0.05 est de 

100 ng/ml de plasma ou d’urine. 

Analyse du 3,3,5-trime’thylcyclohexanol-cis total 
Chromatogramme. L’analyse chromatographique d’un Bchantillon d’urine de 

lapin obtenue apres administration orale de 500 mg/kg de cyclandelate est 
pr6sent6e en Fig. 4. Les temps de r&ention sont identiques 6 ceux obtenus 
lors du passage de la forme libre de l’alcool. 

Fig. 4. Chromatogramme d’un dchantillon d’urine de lapin aprds administration orale de 
500 mg/kg de cyclandhlate. Determination du 3,3,5-trim&hylcyclohexanol-cis total (I). 
Temps de Mention: 9.94 min pour I et 6.96 min pour cyclohexanol (II). 

CONCLUSION 

La mCthode d&rite est lin6aire sur une gamme assez large (0.1-40 Ml/ml 
plasma ou urine dans le cas de la forme libre, l-100 pg/ml plasma ou urine 
pour la forme totale), prCcise, sensible et ceci malgrC un protocole relativement 
laborieux et long d’exbcution. 

Elle a trouv6 une application dans 1’8tude de pharmacocin&ique et de 
m&abolisme du cyclandklate adminstrb au lapin par voie intraveineuse ou par 
voie orale. 

Les concentrations plasmatiques et urinaires en 3,3 ,StrimGthylcyclohexanol- 
cis libre et conjug& ont 6th d&ermi&es et la biotransformation de l’ester 
(cycland6late) 6valu6e en fonction du temps. 

Les &sultat,s obtenus au cows de ce travail feront l’objet d’une autre publica- 
tion. 
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Nous avons d6veloppC une mbthode de dosage du 3,3,5-trimbthylcyclo- 
hexanol-cis libre et conjug& dans le plasma et l’urine par chromatographie 
en phase gazeuse. 

L’khantillon est extrait avec le dichlorom6thane lors de la determination 
du 3,3,5-trimkthylcyclohexanol-cis libre ou avec l’hexane aprks hydrolyse 
enzymatique lors de l’analyse du 3,3,5-trim&hylcyclohexanol-cis conjuguk, 
inject6 dans une colonne en acier inoxydable (Carbowax 20M d 15% sur 
Chromosorb W AW loo---l20 mesh) et d&e& au moyen d’un d&t,ecteur ti 
ionisation de flamme. Le rendement de l’extraction g partir du plasma et de 
l’urine a &k de pr&s de lOO%, et la limite de dosage fix&e ?I 100 ng/ml de plasma 
ou d’urine. 

La mkhode a 46 &al&e dans le cadre d’une Qtude pharmacocin6tique du 
cyclandklate et de son mbtabolite le 3,3,5-trimCthylcyclohexanol-cis. 
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